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ラ ッ ト 機能 性培 養甲 状腺細 胞(F R T L 5) の Ⅰ塑
5
'
- 脱 ヨ ー ド活性 に及ぼすイ ン タ ー ロ イ キ ン tlβ,
イ ン タ ー ロ イ キ ン ー6 お よび腫瘍壊死因子の
影 響 と そ の 作用機序
金沢大学医学部小児科学講座 (主任 :谷 口 局数授)
橋 本 浩 之
ラ ッ ト機能性培養甲状腺細胞で ある F R T し5細胞を用い て , イ ン タ ー ロ イ キ ン 1ーβ(interle ukin-1β,Ⅰし1β), イ ン タ ー ロ
イ キ ン ー6(interle ukin-6,Ⅰし6) お よび 腫瘍壊死因子 (tu m or n e cro sisfacto r- α, T N F-α), の 甲状腺I 塾 5'一 脱ヨ ー ド酵素 (type I
iodothyro nin e5
'
一deiodin a s e, ty pe l I-5
'
-D)活性 お よ び ト5
'
-D の m R N A発現 へ の 影響に つ い て 検討 した . F R T L-5 細胸 を
0･5pM の リバ ー ス ト リ ヨ ー ドサ イ ロ ニ ン (re v ers etriiodothyr o nine, rT 3)と ト レ ー サ ー 量の 125Ⅰ-rT 3 を含む培養液 で24時間培養
後 , 培養液中の 遊離 I
~
を ダ ウ エ ッ ク ス 50 W-X 2カ ラ ム で 分離 しそ の 放射活性 を測定 した . F R T L-5生細胞 の 脱 ヨ ー ド活性は
甲状腺刺激ホ ル モ ン (thyr oidstim ulating ho r m o n e, T S H) 添加に よ り 基礎値 の 約 3 倍 に 増加 し , プ ロ ピ ー ル チ オ ウ ラ シ ル
(prop ylthio uT a Cil, P TU) に よ､り著明 に 抑制され , また サ イ ロ キ シ ソ (thyr o xin e, T 4) に よ り容量依存性 に 阻害 された . こ れ らの
所見か ら , F R T L-5 生細胞 の 脱 ヨ ー ド活性は 甲状腺 Ⅰ型 Ⅰ-5
'
-D の 特性 と同様で , 細胞 破砕物 を用 い た 従来の Ⅰ-5'- D 測定系よ り
も , 生理 的状態下 で の 甲状腺鼠織 目= 〕活性 を よく反映す る モ デ ル で ある こ と が 示 唆 され た . 100pg/ml の Ⅰし1β お よ び
IL･6 は T S H存在下お よ び非存在下の I,5
'
- D 活性を 有意に 抑制 した が , T N F- α の 抑制効果は高濃度で の み観察 され た . サ イ
ト カイ ン 除去に よ り こ れ らの 効果は 消失 した こ と か ら, サ イ ト カ イ ン の 効果は 細胞毒性 に よ る も の で は な い こ と が 示 唆 さ れ
た . 一 方 . リ バ ー ス ト ラ ン ス ク リ プ タ ー ゼ ー ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応(r ev ers etr a n s cripta s e-pOlym er a se chain r e a ction) で
IL-1β お よび IL-6 は ト5
'
-D m R N Aの 発現を著明に 抑制 した . 加 え て , こ れ ら の サ イ ト カ イ ン は T S Hに よ り 誘導 され た
CA M P産生 およ び ジ ブ チ ル CA M P(dibutylcA M P,(Bu)2CA M P)に よ り誘導 され た I-5
'
-D 活性を有意に 抑制 した . 一 方＼ 活性
化酸素捕集剤 であ る カ タ ラ ー ゼ (c atala se), フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ A 2(pho spholipa seA 2) 阻害剤で あ る デ キ サ メ サ ゾ ン
(de x a m etha s o n e)お よび サ イ ク ロ オ キ シ ゲナ ー ゼ (cyclo o xy ge n a s e) 阻害剤であ るイ ン ドメ タ シ ソ (indo m ethacin)は , い ずれ も
サ イ ト カ イ ン の ト5
'
- D 抑制効果を阻害 しな か っ た . これ ら の 所見か ら, サ イ ト カ イ ン は甲状腺 Ⅰ型 ト5
'
-D 活性 お よ び ト5
,
-D
m R N Aの 誘導 を 有意 に抑制 し , そ の 力価 は IL-1β>IL-6≫T N F-α で ある こ と , サ イ ト カ イ ン は T S Hに よ り 誘導 さ れ る
CA M P産生糸抑制な らび に cA M P産生以後 の 末梢 で 作用 しそ の 効果 を 発現す る 可 能性を も つ こ と , サ イ ト カ イ ン に よ る
ト5
'
-D 抑制故序に は活性化酸素産生や フ ォ ス フ ォ リパ ー ゼ A 2系の 活性化は含まれ な い こ と が 示 唆され た .




サ イ ト カ イ ン (cytokin e)ほ免疫系に お い て リ ン パ 球や 単球 で
産生 され る液性調節物質で生体防御機構 に お い て 重要 な役割 を
演 じるが , 単 に 免疫系 の 細胞の み で な く , 生体の 種 々 の 細胞 で
産生 され他 の 生物活性も有する こ と が 明 らか と な っ た . 近年 .
ウイ ル ス 性肝炎で イ ン タ ー フ ェ ロ ン (interfero n, IF N) や イ ン
タ ー ロ イ キ ン 2ー(inte rle nkin-2)療法を受けた患者 で 自己免疫性
甲状腺炎や甲状腺機能低下症の 発症 が見 られ た り-卜5) , 腫 瘍壊
死因子(tu m oT n e Cr OSisfa ctor- a, TNF一 α)や イ ン タ ー ロ イ キ
ン 1ーβ(interleukin｣β, Iし1β)が動物実験で甲状腺 ホ ル モ ン の 低
下を 引き起 こ し , 甲状腺刺激 ホ ル モ ン (thyr oidstim ulating
hor m o n e, T SH)に 対する甲状腺の 反応性 の 低 下 を もた らす と
され6)
､ 8)
, サ イ ト カ イ ン が下垂体 一 甲状腺系機能 に 様 々 な影響
を与え て い る証拠が報告 さ れ つ つ あ る . 生体 外 で の 実験系 で
も , T N F や Ⅰしl が甲状腺細胞内 へ の 125Ⅰ~の 取 り込 みお よ び有
機化の 抑制9卜 Ⅰ2}, サ イ ロ グ ロ ブ リ ン (thyr oglobulin)や cA M P産
生の 修f軒3)14), 培養甲状腺細胞 の 成長を調節する
11)12)14)15)な どの 幾
つ か の 甲状腺 へ の 生物活性 を共有す る こ と が報告 され た . イ ン
タ ー ロ イ キ ン ー6(interle ukin-6,I L-6)もま た , 我 々 の 臨床研究 に
おい て , 急性呼吸 器感染症息児 の 血 清 IL-6 値と 血 清 ト リ ヨ ー
ドサ イ ロ エ ソ (triiodothyr o nin e, T 3) 値, T 3/サ イ ロ キ シ ソ
平成 5年10月28日受付 , 平成5年11月22日受理
A bbre viatio n s :(Bu)2 CA MP, dibutyl cA M P; C R P, C-teaCtiv e protein; 5 H, 5-horrn O ne-CO ntaining; 6 H,
6-hor m on e- C O ntaining; IF N, interfero n; Ⅰし1β, int占rleukin-1β; ･ IL-6, interle ukin-6; I-5,-D, i｡d｡thyr｡ nin e
5
'
-deiodinas e ;L T 4, L-thyro xine ; P T U･ pr Op ylthiour a cil; rIし1β, r eCO m bin a nt interleukin-1β; rI し6,
甲状腺 Ⅰ型 5
'
-脱 ヨ ー ド反応に 対する サ イ ト カ イ ソ の 影響
(thyr o xin e, T 4) 比が有意な負の 相関を示 し
16)
･ 生体外実験系 で
も甲状腺 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ (thyr oidper o xidas e) 遺伝子発 軋
cA MP 産生や T3分泌 の 抑制な どの 甲状腺 へ の 直接作用 を持 つ
こ とが報告 され て い る
17 卜 Ig)
ニの よ う に サ イ ト カ イ ン は甲状腺磯能に 対 し様 々 な影響を与
える に も関わ らず , 血 清 T 3の 約 80 % を産生す る肝臓 の Ⅰ型
5
,
脱 ヨ ー ド反応に 対す るサ イ ト カ イ ン の 影響ほ僅か に ラ ッ ト お
よ び マ ウ ス を 用 い た 3 例 に つ い て 報 告 さ れ て い る に すぎ
ず 附 )t 甲状腺 の Ⅰ型 5
'
脱 ヨ ー ド反応に 及ぼす影響は まだ 報告
され て い な い . 最近 , ラ ッ ト の 機能性培養甲状腺細胞 で ある
F RT し5の 細 胞破砕物中 に Ⅰ 型 5
'
脱 ヨ ー ド酵 素 (type I
i｡d｡thyr o nine 5
'





-D 活性の 検討 に 有用 で ある こ とが 示 され だ
仰
木研究 で は , よ り生理 的な状態で ある F R T し5の 生細胞を用 い
た け-D 活性測定系の 有用 性を 確立 し , こ の 測定系 を 用 い た
T N F-α,Ⅰし1β お よ び Ⅰし6 の 甲状腺 ト5
'
-D 活性 へ の 直接的影
響お よび リ バ ー ス ト ラ ン ス ク リ ブ タ
ー ゼ ー ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反
応 (r e v er s etra n s criptas e-POlym er a se chain re a ctio n, R T
-
PC R) を 用 い た こ れ ら サ イ ト カ イ ン の Ⅰ-5
'
-Dm R N A発現 へ の
影響に つ い て 検討 した . また , サ イ ト カ イ ン 活性の 発現 メ カ ニ
ズ ム に 含 まれ る と され る フ ォ ス フ ォ リ パ
ー ゼ A 2系 (phosphoト




, 02~24)な どの 活性化酸
素の 産生が , こ れ ら サ イ ト カ イ ン の 甲状腺 ト5
'
-D 活性 へ の 影
響に 関与す るか 否か に つ い て も検討を加え た ･
材料お よび方法
Ⅰ . 材 料
1 . 試薬
本研究で は 以下 の 試薬 を 使 用 し た . 牛 胎 児血 清 (Gibc o･
Gr and isla nd, 米 国), ウ シ イ ン ス リ ン (bo vin eins ulin)
(Sigm a, St. Lo uis , 米国), グリ シ ル Lー ヒ ス チ ジ ルー し リ ジ ン 酢
酸(glycyl-L histidyl-し1ysine a c etate) (Sigm a), ハ イ ドロ コ ル チ
ゾン (hydro c ortiso n e) (Sigm a), ヒ ト ア ポ
ー ト ラ ン ス フ ェ リ ン
(hu m a n apo-tr a n Sfe rrin) (Sigm a), ソ マ ト ス タ チ ン (s o m ato st~
atin) (Sigm a), ウ シ T S H(bovin eT S H) (Sigm a), リ バ ース ト リ
ヨ ー ド サ イ ロ ニ ン (re v er setriiodothyr o nin e, rT 3) (Sigm a)･
t25I-rT 3(Am e rsha m Japa n, 東京), 牛血 清 ア ル ブ ミ ン (bo vine
s eru m albu min) (Sigm a), ト リ ク ロ ロ 酢 酸 (trichlor oa c etic
acid) (和光純薬 , 大 阪), 3-イ ソ プ チ ル しー メ チ ル キ サ ン チ ン
(3-isobutyl-L-m ethyl- X a nthin) (Sigm a). 3-(4, 5)-ジ メ チ ル チ ア
ゾ ー ル ー2,5-ジフ ェ ニ ー ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド (3-(4,5)-
dim ethylthia z ol-2,5,Tdiphe nylt etr az oliu mbr o mide(Sigm a), オ リ
ゴ d(T) プ ラ イ マ
M (01igo d(T)prim er, Pd(T)1 …) (P har m a cia･
しp ps ala , ス エ
ー デ ン), ラ ウ ス 関連ウ イ ル ス リ バ ー ス ト ラ ン ス
ク リ プ タ ー ゼ (Ro u s a ss ociated vir u s r e v ers e tra n s cript a e) (宝
酒乱 京都), T her mus aqu aticus D N A ポ リメ ラ
ー ゼ (Am pli
Taq T he r mus aqu atic u s D N Apolym erase) (Perkin-Elm er
Cetu s, Em eryville , 米 国), ア ガ ロ
ー ス (agaro s e) (H14
T A K A R A, 宝 酒 造), エ チ ヂ ウ ム ブ ロ マ イ ド (ethidiu m
br omi de) (P har m a cia), ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (dithiothleitol)( 和
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光純薬), プ ロ ピ ー ル チ オ ウ ラ シ ル (pr op ylthio ur a cil, P T U)
(Sigm a), L- サ イ ロ キ シ ソ (L-thyro xine, L-T4)(Sigm a), ジ ブチ
ル CA M P(dibutylcA MP,(Bu)2CA M P)(生化学工業, 東京), カ
タ ラ ー ゼ (c atalas e)(Sigm a), デ キサ メ サ ゾ ソ (de x a m etha so n e)
(Sigm a), イ ン ド メ タ シ ソ (indo m etha cin)(Sigm a)
2 . サ イ ト カ イ ン
ヒ ト 観 み 換 え 塾 T N F- α (r ec o mbin a nt tu m or n ecro si
factor- α, rT N F-α) (4.8×107u/m g) は サ ン ト リ ー 株式会社 (東
京) か ら , ヒ ト組み 換え 型 IL-1β(r e c o mbin a ntinterIe ukin-1β,
rIL-1β) (2× 10TU/m g) ほ大塚製薬株式会社(徳島), 平井嘉勝博
士 か ら , ヒ ト 組 み 換 え 型 II;6 (r ec o mbin a nt interle ukin
-6,
rIL-6)(5×106u/m g) は大阪大学医学部バ イ オ メ デ ィ カ ル 教育
研究セ ン タ ー , 平野俊夫博士 か ら供与 され たもの を用 い た ･
3 . 培養細胞
Natio n al In stitut e of Health(Bethe sda , 米国)の Kohn 博士
よ り供与され た ラ ッ ト 故能性培養甲状腺細胞 で あ る F R T し5
を 用 い た . 56 ℃ で30分間処理 して 非働化 した 5 %牛胎児血清を
含 む ハ ム F-12培養液 (Ha m F-12m ediu m)(Gibc o)に , 10pg/
ml ウシ イ ン ス リ ソ , 10ng/ml グ リシ ル L,ヒ ス チ ジ ル し リ ジ
ン 酢酸 , 1 0nM ハ イ ド ロ コ ル チ ゾ ン , 5鵬/ml ヒ ト ア ポ ー ト ラ
ン ス フ ェ リ ソ , 10購/ml ソ マ ト ス タ チ ン を 加え た 5ホ ル モ ン 含
有 (5-ho r m o n e- C O ntaining, 5 H) 培養液ま た ほ 5 H培 養液 に
1m U/mi の ウ シ TS Hを 加 え た 6 ホ ル モ ン 含有(6-hor m o n e-
c o ntaining, 6H)培養液を用 い , 10 0単位/mlペ ニ シ リ ン G( 明治
製乳 東京) およ び 1恥g/ml ゲ ン ク マ イ シ ソ (シ ェ リ ン グプ ラ
ウ , 大阪) を添加 した . 細胞ほ37 ℃J C O2 濃度 5% の条件下,
6 H培養液中で 培養 し た . 通 常 l 細胸 数ほ ト リ プ シ ン 処 理後
コ
ー ル タ ー カ ウ ン タ ー (c o ulter c o u nter, Co ulter Ele ctr o nic s,
HiaIe ah, 米国)を 用 い て 計測 した .
Ⅱ . 方 法
1 . F R T し5生細胞を 用い rT 3 を基質と した 脱 ヨ ー ド反応の
測定
F R T L-5 細胞 を ト リ プ シ ン 処 理 後 , 4 8穴 培養 プ レ
ー ト
(Cost er. Ca mbridge , 英国)に F R T L-5細胞 を1 ウ ニ ル (w ell) あ
た り lx10
5個ず つ 6H培養液中で培養 し, 単層状態と な っ た と
こ ろ で 実験 に 供 した . ま た , T SH 除去実験で は 単層状態 とな っ
た 後 5 H培養液に 換え , さ らに 8 日間培養後実験に 用 い た ･
細胞を , 0.5FLM rT3 と ト レ ー サ ㌧ ｣tr a ce r)量の
125I-rT 3を含む
40恥1 の 5H 培養液ま た は 6H 培養液中で , 3 7℃ , C O2 濃 度
5% の 条 件 下に 培養 し , 培養終 了 時 に 上二清 10伸l を採取 ･
100〃tの 2% 牛血 清ア ル ブ ミ ン , 800′`lの ト リ ク ロ ロ 酢酸を加 え
3000回転1 0分間遠心 L , 上 清を ダ ウ エ ッ ク ス 50W-X2 カ ラ ム
(室町 化学工業 , 京都)で ｢ を吸 着 . 2mlの 10 %酢酸でⅠ~を溶
出 し分離 さ れ た
1251~を ウ ニ ル 型 T-カ ウ ン タ ー (w el ty pe
rcou nt er) で 測定 した ,
2 . 培養液中の CA M Pの 測定
F R T L-5 細胞の CA M P塵生に 及 ぼ すサ イ ト カ イ ン の 影響を
検討する た め 培養液中 の cA M P濃度 を測定 した ･ 10ng/ml
T NF- α, 1ng/ml の Ⅰし1β ま た は Iし6 を含む 5 H また ほ6 H培
養液と48時間培養後 , 0,5皿 M 3イ ソ プチ ル L- メ チ ル キ サ ン チ
rec o mbin a ntinterle ukin-6; rT N F- α , r eCO mbin ant tu m or n ec rosis factoトα; R T
-PC R･ r eVerSe tr a ns criptaserpol-
ym erase chain rea ctio n; rT 3, r e VerS etriiodothyro nin e; tD NA, te mplate D N A; T N F
- α , tu m O r n e CrOSis
factor- α; T S H, thyr oidstim ulating hor m o ne; T 3, triiodothyronin e; T4, thyro xin e
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Tablel･ 01igo n u cle otide prim ersfor a mplific atio n ofthe ty pe I I-5
･
-D
Sequ e n c e Lo c atio n Orie ntatio n
5
'
T G T C C C A G C TA T G G C T G T G G 3
-
14- 33 Se n se
5
'
A C T G A G G C A T G T G T C C AG 3
,
756- 775 Antise n se
Allprim er sequ e n c e s arep s e nted in the s e n s e o Tie ntation .
6 1 2 1 8 2 4 3 0
Inc uba也O ntim e(hr)
Fig･1 Tim e c o u rs e of the deiodinatio n fr o m r e v er se
triiodothyr o nine (rT 3) in liv eF R T L-5 c ells c ultur ed in 5H
m ediu m(5-ho r m o n e-C O ntaining m ediu m, e )or 6 Hm ediu m
(6-horrn o n e co ntaining m ediu m , 5 H m ediu m plu sl m U/ml
Of TSH, ○)･ Points arethe m e a n土S D of triplic ate
determin atio n s. Res ults ar e e xpr es ed a sliber ated I-fr o m
TT3perlxlO
6
cells. Ce11s in 5 H m ediu m w e re c ult red
Witho ut T S H fo r8 days befor e as sayed.
ン と上 記サ イ ト カ イ ン を含む また は含 まな い , 新鮮な 5 Hまた
ほ 6 H培養液に 交換 し, さら に24時間後上清 10抽 を 採取 し酵
素免疫法 に よ る 測定 キ ッ ト (R P N225cyclic A M P EIA, kit,
Am ersha m Japa n) に よ り測定 した . 培養終了時 の 生細胞数 は
3-(丸5)-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル ー2ふ ジ フ ェ ニ ー ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ
ロ マ イ ド に よ る 発色法25)に て 算 出 し , CA M P畳 は pm oV
lx 冊 細胞 ･ 24hr で表現 した .
3 ･ RT-P C R法 に よる I-5
'
-D m R N Aの 検出
F R T し5細胞ほ 6 H培養液中で培養 し , 1×1 06個の 細胞か ら
抽出 した 全 R N Aを オ リ ゴ d(T) プ ラ イ マ ー 160ng を 含 む
50〃卜の 反応液に 溶解 した . 65 ℃でユ5分間前処置 し , ラ ウ ス 関連
ウ イル ス リ バ ー ス t ラ ン ス ク リ ブ タ ー ゼ を加え た 後さ らに 1時
間保温 ･ 5恥lの 水 を加えセ フ ァ デ ッ ク ス G-50 1mトを充填 した
ス パ ン カ ラ ム (spu nc olu m n)に注ぎ1500 回転 5分間遠心 し, 得
ら れ た 溶液 の 5 % を P C Rの 鋳 型 D NA (te mplate D N A,
tD N A)と して用 い た ･ tD N Aを 表1 に 示す ラ ッ トI-5
,
.D に特異
的なプラ イ マ ー 対 紬 で r 力gr 〝1 以∫呵 以αf加 ∫ D N A ポリ メ ラ ー ゼ
を用い D N Aサ ー マ ル サ イ ク ラ ー (D NA ther m alcycler) (宝酒
造) で増幅 した ･ 1-P C Rサ イ ク ル を94℃ 60軌 60 ℃ 120軌
Table2･ T he effe cts of propylthio u ra cil(P T U) a nd
thyro xin e(T 4) o n the rele a se of I
-
fr o m re v erse
triiodothyr o nin e(rT 3)in liv eF R T L-5 c ells
Dr ug
Rele a se of I
~
(pm oVlXlO8 c ells ･24hr)
(m e a n±S D. n = 3)
5 H m ediu mi) 6H m ediu mhl
Co ntr oI






T4 Co n c. (〟M)
5
50




11.0 ±0. 1= * 34.6 士0.9* =
13.0 士2. 1* … 26.0 士2.0
♯輌
33.3 ±1.8叫 133.5 ±1.7*
13.2±2.4
… *
82.6 士7.2* * ■
a)5H m ediu m (5-hor m on e- C O ntaining m ediu m) co ntains
lOFLg/ ml in s ulin, 10 ng/ml glycyl-しhistidyl-L-1ysin e
a c etate, 1 0nM hydr o c ortison e, 5JLg/mltra n sferin and
lOng/mls o m ato statin .
b)6 H m ediu m (6-hor m o n e- C O ntaining m ediu m)in dic ates
5 H m edium with l mU/ml bovin e thyroidstim ulating
hor m o n e(T S H).





p<0･001c o mpar ed with co ntrol
72 ℃ 180秒 と し, 本実験で は25, 28及 び31サ イ ク ル 増幅 して
評価 した ･ 最終 P C Rサ イ ク ル で72 ℃10分間伸張反応後, 反応
産物を 1･5 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル で電気永勤 し ェ チ ヂ ウ ム ブ ロ マ イ
ドで 可視化 した ･ 内部標準と して ベ ー タ ー ア ク チ ン (β-a Ctin)の
mR N Aを , β-a Ctin 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 同 様 に
R T-P C R法 で 評価 し た . 1-P C Rサ イ ク ル は94 ℃ 90軌 55 ℃
90秒, 72 ℃ 12 0秒 と した .
4 . 統計学的検討
全 て の 実験 は 1検体に つ き3 回(triplic ate) 測定 し , 得 られ た
成績は平均値 士標準偏差 (sta ndard deviatio n, S D) に て 表記 し
た ･ 平均値 の 検定 に ほ 多群間の 比較 で ほ 1 元配置分散分析後
S heffaの 多重比較検定を , ま た 2群間の 比較 で は Stude nt t検
定を 用 い た ･ 危険率 5 % をも っ て 有意差あり と判定 した .
成 績
Ⅰ ･ F R T し5 生細胞の脱 ヨ ー ド活性の 特徴
図1に F R T し5生細胞に よ る rT 3の 脱 ヨ ー ド反応 の 経時的
変化を 示 す･ 遊離 され た Ⅰ量は時間依存性に29時間 まで 直線的
に増加 した . ゆ え に 以下の 実験 では24時間の 反応時間を採用 し
た ･ 6 H培養液 で 遊離 ヨ ー ド畳ほ 5 Hの そ れ の 約3倍 で T S H依
存性を示 した ･ 臓器の ホ モ ジネ ー ト (ho m oge n at e)や 細胞破砕
物 中 の ト5
'
-D 活 性測定時 に 用 い る ジ チ オ ス レ イ ト ー ル は
0･25m M 以上 で 細胞毒性を発揮 したた め以下の 実験 で は使用 し
甲状腺 Ⅰ塑 5
'
-脱 ヨ ー ド反応 に 対する サ イ ト カ イ ン の 影響
なか っ た . 表 2に 示 す ように F R T し5 生細胞の 脱 ヨ
ー ド反応は
0.001m M プ ロ ピ
ー ル チ オ ウ ラ シ ル に よ り著明 に , また LLT4に
ょ り容量依存性に 脱 ヨ
ー ド反応 を 抑制 した ･ 以上 の 結果 よ り
F R Tし5 生細胞 に よ る rT3の 脱 ヨ
ー ド反 応 は 甲状腺 Ⅰ型
Ⅰ-5
】
































































































































1 0p g/m 1 1 0 0p g/m 1 1ng/ml l OnB/m l
1 0p g/m 1 1 0 0pg/m 1 1ng/m l 1 0ng/m l
Con c e n tr aio n ofcytokin e
Fig.2 T he effe cts of tu m or n e cr o sis factor-a (T NF-α),
interle nkin -1β (Ⅰし1β) a nd interle ukin-6 (Ⅰし6) o n I-5
'
一D
a ctivityin liv eF R T L-5 c ells c ultu red in 5 Hm ediu m･ Ce11s
w er e c ult r ed witho ut thyr oidstim ulating hor m o n e(T S H)
for8 days befor e a ss ayed. T heI
-5
'
-D a ss ay w a spe rfor m-
ed fo rO-24 hr (A), 48- 72 hr (B) a nd 144 - 168 hr (C)
after the addito n of cytokin es(10pg/ml - 10 ng/ml).
Each c olu m n r epre s ents the m e a n土S D of triplic ate
dete rmin atio n s. Re s ults ar e e xpr e ss ed as the perc e ntage
Of liber ated I~per w ell in comparis o n with c o ntr ol(C ultu red
Witho ut cytokin e s). 申, T N F- a; 盟, Ⅰし1β; 際, IL-6･ *
p< 0.05, 榊 p<O.025, * **p< 0.01. SymboI in the c olu m n
m e a n s･C Om paris o n with c o ntr ol, a nd･On the bar m ean s
CO mparis o nbetw e e n e a ch olu m n.
779
Ⅲ . F R TL -5 生細胞の ト5
,
- D 活性に 対するサ イ トカイ ンの
影響
サ イ ト カイ ン が F R T し5生細胞の ト5
'
- D活性に 及ぼす影響を
添加早期か ら長期に か けて 検討す るた め , サ イ ト カ イ ン 負荷後
0 - 24時F凱48- 72時 間お よ び144 - 168時 間 に お い て ト5
'
-D
ア ッ セ イ (as say)を 行な っ た . こ の た め , 培養 中に 各ウ ニ ル の
細胞数 に 変化 が な い か 否 か を 検討す る た め , 1 0ng/ml の
T N F-α,IL-1β およ び IL-6の 負荷後24時間, 72時 間およ び168時
間 に , コ ー ル タ ー カ ウ ン タ ー を 用 い て 細胞数を計測 した ■ 細胞
数は 時間と共むこ徐々 に 増加 した が , サ イ ト カ イ ン 負荷群お よ び




















































































































10p g/m l l O Opg/皿1 1ng/m1 10ng/mI
Conc en t r atio n ofcytokin e
Fig. 3 T he effects of T N F-a, IL-1β a nd IL-6 0 n I-5㌧D
a ctivity in liv eF R T し5c ells c ultu r ed in 6 H m ediu m■ A,
0-24 hr; B, 48-72 hr; C, 144-168 hr inc ubatio n afterthe
ad dito n of tytokin es, 艶, T N F- α; 盈, l L,1β; #, IL-6･
T he pro c edu r efor e xpe rim ents a nd statistic ala n alysis, a nd
the m e a n of the symboIs･Wer ethe s a m e e mployed in the
5 H m ediu m-a S Say.
780
で は 各 ウ エ ル 当た り の rT3 から の 脱 ヨ ー ド量を 対照 (サ イ ト カ
イ ン 非負荷)の そ れ と 比較 し, 百 分率で 表記 した . また , サ イ ト
カ イ ン の 負 荷濃度ほ そ れ ぞれ 10pg/ml か ら 10ng/ml と し,
5H および 6 Hの 両 培養液 で そ れ ぞれ ト5
'
-D 活性 の 測定 を行
な っ た .
図2に 5 H培養液 , 図 3に 6 H培養液の 成績を示 す . 5 H培養
液 で ほ 100p g/r山IL-1β およ びIL-6 の 負荷後48- 72時 間の ア ッ
セ イ で , 有 意な脱 ヨ ー ド活性の 抑制 が見 られ た . しか し, 0 -
72時間 , 1 44- 168時間の ア ッ セ イ に 有意な変化は見られ なか っ
た . 0 - 24時間 の ア ッ セ イ でi･ま, 1ng/ml以上 の IL-1β, 10ng/
ml の T N F-a お よ び IL-6 に おい て , I-5
'
-D 活性 の 有意 な低下
は ほ ぼ 同程度の 約 20 %で あ っ た . 48- 72時間 , 144- 168時 間の
ア ッ セ イ で は , 高濃度の IL-1βお よびIL-6に お い て 容 量依存性
の Ⅰ-5
'
-D 抑制効果 が見 られ た . ま た , 1 0ng/ml の IL-1β, IL-6
で は , 抑制効果は時間依存性に 増強 した . T N Ft α の 有意 に 抑制
効果は 1ng/mIで 初め て見 られ た が , それ は IL-1β,IL-6 に 比 べ
有意に 弱か っ た .
6 H培養液 でも 5 H培養液 と ほぼ 同様の 成績が得 られ た . サ
イ ト カ イ ン 負荷後 0 - 24時間の ア ッ セ イ で は 100pg/ml 以上 の
Ⅰし 旭 Ⅰし6 で 約 20 %の ト5
'
-D 活性 の 抑制が 見 られ 容量依存性
は なか っ た . 48- 72時間, 144- 1 朗時間の ア ッ セ イ で は IL-1β,
IL-6 の 抑制効果 は時間お よ び 容量依存性 であ っ た . そ して
IL-1β の 抑制力価 ほ IL-6 よ り 有意 に 強 か っ た . T N F-α の
ト5
'
疇D 活性抑制効果ほ 1 0ng/血 で 初め て 見 られ た . しか しそ の
































0 1 2 3 4 5 6 7
Day af[e r re m o vlng⊂ytOkin e
Fig■ 4 Tim e cou rs e of re c o v e ry of I-5
,
-D a ctivity afte r
re m o v aI of cytokin e. F R T L-5 c ells w erein c ubated in 6 H
m ediu m with 20ng/ml of T N Frα (○), 2 ng/ml of I L-1β
(□) orIL-6(●), Or witho ut cytokin efo r1 68 hr. Afte r
144-168 hr(day O) as say of ト5
'
-D, CytOkine w as r e m o v ed.
I-5
'
-D as s ay fo r24-48(day 2), 48-72(day 3), 72-96(day 4)
a nd 12 0-144hr (day 6) afte r r e m o ving cytokin e w er e
pe rfor m ed■ Res ults are e xpr e ss ed as the per ce ntage of
liber ated rpe r w ell in c omparis o n with c o ntr ol(c ultu r ed
Witho ut cytokin e s)･ Points ar ethe m e ah土S Dof triplic ate
determin atio n s･ *p< 0.01, * *p< 0.00lco mpared to c o ntr ol
(c ultur ed wiJtho山 CytOkin e s).




図 に サ イ ト カ イ ン 除 去後 の ト5
'
-D 活性 の 変化 を 示 す .
F R T し5細胞 は 20ng/ml T N F-α , 10ng/ml Iし1β ま た は IL 6
を含 む 6 H培養液 で 培養 し , サ イ ト カ イ ン 添加後144- 1 68時間
の ト5
'
-D ア ッ セ イ (dayO)を 行な っ た後 サ イ ト カ イ ン を除去.
除去後24- 4時 間 (day 2), 48- 7 2時間 (day 3), 7 2疇 96時間
(day 3), 1 2 0-1 4 4時間 (day 6) に ア ッ セ イ を 行 な っ た .
T ＼F-α に よ る約 20 %の I-5
'
-D 活性の 抑制は day2 に は消失し
て い た . IL-1β に よ る約 50 % お よ び Ⅰし6に よ る約 30 %の
ト5
'
一D 活性 の 抑制 は約 10 %の 抑制 と な る ま で 直 線的 に 減少し
た ･ そ して , Ⅰし6 の 抑制効果 は day 3,Ⅰし1β の そ れ ほ day 6
に は 消失 した .
Ⅳ ･ CA M Pに より誘導 された ト5
'
- D 活性 に及ぼ すサイトカ
イ ン の 影響
F R T L-5 細胞 を 5 H 培養液 で 8 日間培養後 , 0.5m M の
(Bu)2CA M P を加え さら に 培養 した . I-5
'
-D活性 は経時的に 増加
し8 日後に は ピ ー ク(5 H培養液単独の 約1.6倍)に 達 した . よ っ
て , (Bu)2CA M P添加 8 日後に 実験 を開始 した . IN5
'
-D ア ッ セイ
は 1 10ng/ml の T N F-α, 1ng/ml の IL-1β ま た は I し6の 5H
培養液 へ の 添加 後 , 0-24時 軋 48- 72時間及 び144- 1 68時間
に 行 な っ た ｡ 園 5 に 成 績を 示 す . こ れ ら の サ イ ト カ イ ン ほ
(Bu)2CA M Pよ り誘導さ れ た Ⅰ-5
'
- D 活性を 有意 に抑制 した . そ
の 結果は 6 H培養液で見 られ た ト5
'
-D 抑制効果(国3)と ほ ぼ同
様であ っ た .
Ⅴ . サイ トカイ ン の ト5
'
- D 抑制効果に対す る活性化酸素捕
集剤の影響
H202や 02な どの 活性化酸素掃集剤 で ある カ タ ラ ー ゼ を 用 い ,
サ イ ト カ イ ン の Ⅰ-5
'
-D 抑制効果を減弱 させ るか 否か 検討 した.




































0-Z 4 br 4 8-7 2 br 1 4 4- 1 6 8 hr
In c ubatio ndm e afte rthe ad dit o n ofcytokin e
Fig. 5 T he effe cts of T N F-α (1 0ng/ml), Ⅰし1β(1ng/ml)
a nd I し6(1 ng/ml) o n cA M P indu c ed I-5'-D activity.
A fter c ultur ed in 5 H m ediu m for8 days, 0.5 m M (Bu)2C-
A M Pw a sad ded to the5 Hrn ediu m. After8 days c ulture
in 5 Hm ediu rnwith(Bu)2CA M P,I-5
'
-D a ss ayforO-24, 48-72
a nd 1 44-1 68 hr after the ad dito n of cytokin e s w as
Pe rfor m ed, Ea ch c olu m n r epr es e nts the m e a n±S D of
triplic ate dete r min atio n s. Re sults ar e e xpre ss ed as the
perc e ntage of liber ated I
,
per w e11 in c o mparis o n with
C O ntr Ol (c ultur ed witho ut cytokin es). 匿, T N F-α; 艶
IL-1β; 翳, Ⅰし6･ *p<0･01･ Symbol in the c olu m n me a ns
C O mpariso nwith c o ntr ol, a nd o nthe barm e a ns c o mparis o n
betw e e n e a ch olu m n.
甲状腺 Ⅰ型 5
'
一脱 ヨ ー ド反応に 対す るサ イ ト カ イ ン の 影響
Ⅰし1β ま た は Ⅰし6 を含む 6 H培養液中 で FRT し5を培養 し ,
培養開始後48
- 72時間の ア ッ セ イ を行 な っ た 0 図6 に そ の 成蹟
を示 す. カ タ ラ
ー ゼ は そ れ 自身容量依存性に 有意な ト5
'
-D 活性
の抑制を示 した . しか し, サ イ ト カイ ン の ト5
'
-D 抑制効果ほ阻
害され な か っ た ･
Ⅵ . サイ トカイ ンの ト5
'
- D 抑制効果に対する フ ォ ス フ ォ リ
パ ー ゼ A2 系阻害剤の影響
フ ォ ス フ ォ リ パ
ー ゼ A 2系が サ イ ト カ イ ン の け-D 抑制効果
の 発現系 に 含まれ るか 否 か を検討す るた め フ ォ ス フ ォ リ パ
ー ゼ
A2 阻害剤 で ある デ キ サ メ サ ゾ ン を 4-400ng/皿1 ま た は サ イ ク
ロ オキ シ ゲ ナ ー ゼ (cyclo o xy gen as e) 阻害剤である イ ン ド メ タ シ
ソ を 5-40FLM , 1 0ng/ml の T N F- a, 1ng/ml の Ⅰし1β ま た は
IL-6 を含む 6 H培養液中で F R T L-5 を培養 し, 培養開始後48
-
72時間の ア ッ セ イ を行 な っ た｡ 図 7に そ の 成績を 示 す･ デ キサ
メ サ ゾ ソ と イ ン ドメ タ シ ソ ほそ れ 自身 , Ⅰ-5
'
-D 活性 を有意 に 増
加させ た が サ イ ト カ イ ン に よ る阻害は影響を受けな か っ た ･
Ⅶ . サ イ トカ イ ンが F R T L-5 の cA M P産生能 に及ぼす影響
cA M P産生 の 変化が サ イ ト カ イ ン の 効果発現系 に 含 ま れ る
か否か を 検討する ため , 培養液中の cA MP 量を 測定 した ･ 衷
3 に示す よ うに , T N F-a,Ⅰし1β,I L6 共に 5 H培養液(T S H非
依存性)で の CA M P産生量に ほ有意な変化を与 えな か っ た ･ し
か し , 6 H培養液(TS H依存性)で ほ , い ずれ の サ イ ト カ イ ン も
F R T L-5 細胞の cA M P産生量を有意に 減少 させ た .
Ⅶ . F R T レ5細胞の ト5
,
-D m RN A発現 に及ぼすサイ トカイ
ン の影響




















































0 1 1 33 100
Cat alas e(〃g/ml)
Fig. 6 T he effe cts of catalas e(s c a v e nger of a ctiv e o xy ge n
spe cie s) o n the inhibitory effe ct of cytokin es o nI-5
'
-D
activity in 6H m ediu m･ ト5
'
-D as say in 6 H m ediu m for
48-72 hr afterthe additio n of lOng/ml of T NF-α(○)orl
ng/ml of IL-1β(口) orI し6(○), and ll-100p g/mlc atalas e
w a sperfor m ed. #p< 0. 2, ‡♯p<0･01, 椚用p<0･001c o mpaT
r edto c o ntr ol O(c ultur ed witho ut cytokin e s a nd c atalas e)･
*p<0.05, * *p< 0.01, ** *p< 0.001c o mpar ed to c ontr ol
(cultur ed witho ut cytokin esロ). Re sults ar e早Xpr e SS ed a s
the per c entage of liber ated I~per w euin c o mparis o nwith
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De x am ethas o n e(ng/ mi)
B
0 2 10 5 0
Indo m etha 亡in(〃M)
Fig.7 T he effects of de x a m ethas o n e(a phspholipas e A2
inhibitor, 4-400ng/ml, A )a nd indo m etha cin (a cyclo o xy g-
e n a seinhibitor, 2-50pM , B) o n the inhibitory effe ct of
cytokin e s o nI-5
,
-D a ctivityin 6 Hm ediu m･ ト5
'
-D a ssay in
6 Hm ediu m for48-72 hr afterthe ad dito n of lOng/ml of
T N F-α (○) or l ng/ml of IL-1β(□) orIL-6 (◎), a nd
de x a m athas o n e orindo m etha cin w as pe rform ed. Re s ults
ar e e xpr es s ed a s the percentage of libera ted I-per w ellin
c o mpa riso nwith c o ntr ol O (c ult ured witho ut cyt okin es a nd
P ho spholipa s eA2-pathw ayinhibitor)･ #p<0･025, 紳p<0･01
c o mpa red to c o ntrol O･ *p<0･05■ * *p<0･01, * ** p<O1001
c o mpared to c ontr ol (c ultu r ed witho u t cytokin e s El)･
Points ar e the m e a n±S Doftriplic at edetermin atio ns･
Table3. T he effe cts of tu mor n e cr osis factor_ α
(T N F- α), interle ukin-1βロL-1β) and interle ukjn -6(Ⅰし6)
O n CA M Pprodu ctio n ofF R T L-5 c ells
Cytokin e
CA M P(pm ol/1×106 c ells ･24 h)
(m e a n±S D, n = 3)
5 Hm ediu m 6 Hm ediu m
Co ntro1 2.57 士0.36 9.43士0.40
T N FⅦ (10ng/ml) 2.54 士0.26 7.29 士1.01*
Ⅰし1β(1ng/mi) 2.6 9 士0.23 7. .92 士0.58*
Ⅰし6 (1ng/ml) 2.41 士0.21 7.47 士0.72*
*
p<0.03 vs Co ntr ol
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Fig･ 8 T he effe cts of cytokin e sonI-5
'
-D m R N Aexpr es sio n
irlF R T L-5 c ells. Cells w er e c ultu red in 6H m ediu m a nd
S a mPle s w e re obtajn ed at 12 hr afterthe addit o n of l O
ng/rnl T N F-α,Ⅰし1β orIL-6. Tw e nty-fiv e, 28a nd 31cycle
R T-P C Rof ト5
'
-D andβ-a Ctin mR N Aw er eperfor m ed.
Ⅰし1β お よび Ⅰし6 負荷後12時間で検体を採取 し た . 図 8 ほ,
I L lβ お よ び IL-6 の F R TL-5細胞 ト5
'
-D mR N A発現の 抑制効
果を 示 す . IL-1β に お い て コ ン ト ロ ー ル と 比 べ 2 5サ イ ク ル
P C Rの β-a Ctin の m R N A発現 は や や 弱 い が , I-5
'
-D の
m RN A は28, 31サ イ ク ル で もほ と ん ど検出 されず , そ の 発 現の
抑制 ほ明 らか で ある と 考え ら れ た . IL-6 も また , 明 ら か に
ト5
'
-D m R N Aの 発現を抑制 した が , T N F- α と コ ン ト ロ ー ル 間
の Ⅰ-5
'
-D m R N A発現 に ほ 有意差 ほ 見 ら れ な か っ た . ト5㌧D
m R N Aの 発 現抑制効果は ト5
'
-D 活性 の 抑制効果 と 同様 に ,
Ⅰし6 に 比 べ Ⅰし1β で よ り強か っ た .
考 察
本研究 で ほ F R T し5生細胞を 用 い た rT 3 か らの 脱 ヨ ー ド反
応 が , P T Uに よ り著 明 に また T4に よ り容量依存性 に 抑制 され
る , 脱 ヨ ー ド活性 が T S H依存性 で ある , な ど今 ま で に 報告 さ
れ た甲状腺 の Ⅰ型 ト5㌧D 活性と 同様 の 特性を持 つ こ と を 示 し
た20)21】Z7 ト 31】. これ ら の 所 見は F R T L-5生細胞を用 い た 脱 ヨ ー ド
反応が 甲状腺 の Ⅰ型 ト5
'
-D 活性を良く反映する こ と を示 し, 細
胞破砕物や臓器 の ホ モ ジ ネ ー ト (ho m ogenate) を 用 い た 測定 よ
り , よ り生理的な状態下で の 甲状腺Ⅰ型 Ⅰ-5
'
-D 活性を評価 で き
る モ デ ル で ある こ と を示 唆す る. ま た , 本法で は 様 々 な物質の
ト5
'
-D 活性 に 対す る直接的効果を非常に 簡便に 評価でき る利点
を持 つ .
現在ま で サ イ ト カ イ ン と甲状腺脱 ヨ ー ド活性 に 関す る報告は
なく , 本研究は 初め て 甲状腺 ト5
'
-D 活性に 与 え る サ イ ト カ イ ン
の 直接的な影響 に つ い て 示 した . 感染症患者で臨床的 に 見 られ
る濃度(100pg/ml)の IL-1B,IL-61 刷 ほ T S H依存 , T S H非依
存生の Ⅰ-5
'
-D 活性を有意に 抑制 しそ の 力価 は IL-1β で よ り著明
で あ っ た . T N F-α は 高濃度(10ng/ml) で ト5
'
-D 活性の 弱い 抑
制 を示 した の み で あ っ た . さ らに 本研究ほ t I-5
,
-D の 皿R N Aの
発現が IL-1β,Ⅰし6 に よ り著明に 抑制 され , ト5
'
-D 悟性と 同様に
そ の 力価は Ⅰし1β で 最も強い こ とを 示 した . こ れ らの サ イ ト カ
イ ン ほ甲状腺組織 に 浸潤 して い る単核球
33}お よび 甲状腺細胞自
身か らも分泌 され る こ と か ら34 ト 3T)自己免疫性甲状腺炎や甲状腺
機能低下症 の 発症 に 関与 して い る可 能性 を持ち ～ サ イ ト カ イ ン
が オ ー ト ク リ ン (auto crin e), パ ラ ク リ ソ (pa ra crin e)に 作用 し.
そ の ト5
'
-D 抑制効果が こ れら の 疾患 で見 られ る甲状腺機能 の 変
化 に影響を与え て い る可 能性 が示 酸され る , ま た , サ イ ト カ イ
ン 除去後 の Ⅰ-5
'
一D 活性の 変化 で , い ずれ の サ イ トカ イ ン 負荷で
も除去後 コ ン ト ロ ー ル の 脱 ヨ ー ド活 性 レ ベ ル ま で 回復す る こ と
か ら, サ イ ト カ イ ン の 効果ほ細胞毒性を伴わな い もの と考 え ら
れ た . 本研究 では Ⅰ-57-D 蛋白の 定量は行なわなか っ た が , 最近
ブ ロ モ ア セ チ ル T 4(bro m o a c etyl T4)を 用い た ア フ ィ ニ テ ィ ラ
ベ リ ン グ (affinitylabeIing) で 甲状腺細胞内の 27TK Da 蛋白が
Ⅰ-5
'
一D 酵素量 を反映す る こ と が 明ら か に な っ た こ と か ら38}, 今
後 こ の 系を 用 い て サ イ ト カ イ ン の ト5
,
-D 蛋白量 に 与 え る影響が
明らか に され る もの と思わ れ る .
次 に , サ イ ト カ イ ン に よ る 甲状腺 Ⅰ-5
'
-D 活性抑制の メ カ ニ ズ
ム に つ い て検討 した ･ T S H はcA M P産生 を通 して そ の 効果を
発揮する が , T N F-α ,Ⅰし1β,II;6 とも に T S Hに よ り誘導され
た cA M P産生 を抑制 した こ とか ら , CA M P産生の 減少を介し
て ト5
-
-D 活性 を抑制 して い る可 能性 が示 唆 され る . 一 九 これ
ら の サ イ トカ イ ン は cA M Pに よ り誘導 され た ト5
'
-D 活性を抑
制 した . こ れ は , こ れ らの サ イ ト カ イ ン の 作 用 部位が cA MP
産生よ りさ ら に 末梢 の レ ベ ル に も存在す る こ と を 示 唆する . ま
た , T N F は好中球の H202塵生 を 増加 さ ぜ3)血 管 内皮細胞で の
フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ A 2活性を 誘導 し フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ A2
活性化蛋白の 合成を促す こ と が知 られ て お り22) , IL-1 と IF N-r
ほ 血 管内皮細胞 の 02産生刺激作用を持 つ24). 加 え て 甲状内に
フ ォ ス フ ォ リ パ ｢ ゼ A 2系が存在 し甲状腺細胞自体が活性化酸
素塵生機構 を持 つ こ と か ら川)39) , こ の 両者 が サ イ ト カ イ ン の
Ⅰ-5
'
-D 抑制 効果発現系 に 含 まれ るか 否か を検討 した . 活性化酸
素描葉剤 で あ る カ タ ラ ー ゼ は , Pa ng ら が H202 の 細胞毒性を完
全に 阻害 した と 報告 して い る 1 00〃g/ml の 濃度 で 川), そ れ 自体
が ト5
'
-D 活性を抑制 した が , い ずれ の サ イ ト カ イ ン の 効果も阻
害され な か っ た . こ れ と は 対照的に フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ A 2阻
害剤 の デ キ サ メ サ ゾ ン , サ イ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 阻害剤の イ ン
ドメ タ シ ソ は そ れ 自体に ト5
'
一D 活性 を刺激す る効果 があ っ た
が , カ タ ラ ー ゼ と 同様 に い ずれも サ イ トカ イ ン の 効果を 阻害し
なか っ た ･ こ れ ほ , サ イ ト カ イ ン の Ⅰ-5
'
一D 活性抑制効果の 発現
過程 に は , フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ A 2系の 活性化や活性酸素濃度
の 増加が含 まれ な い こ とを 示 唆する .
低 T 3症候群 ほ非甲状腺疾患患者で 臨床的に ほ 甲状腺機能低
下症状を伴わ な い に もか か わ らず, T S Hの 上 昇 を 伴わ な い 血
清 T 3値の 低下 お よ び重症例 で は T4 値 の 低下を 伴う病態で あ
り , 肝 臓に おけ る T 4 から T 3へ の 脱 ヨ ー ド能の 低下が 主要な
原因と され て い る が 抑 , 現 在 ま で に サ イ ト カ イ ン が 肝臓 の
ト5
'
-D 活性に 及ば す影響 に つ い て 検討 した 報告 は 3 例 しか な
い6 卜 8). Oz a w aら
8) ほ , マ ウ ス へ の T N FTα の 3日 間投与が肝ホ
モ ジネ ー ト の ト5
'
-D 活性に 影響 を与 えな か っ た と 報告 し , これ
に 対 し Pa ng ら8)ほ , T N F投与 8時間後 に ト5
'
一D 活性ほ有意に
抑制され た と報告 した . ま た , Fujiiら7)ほ , 3 日間の Ⅰし1α の
投与が マ ウ ス 肝ホ モ ジネ ー ト の ト5㌧D 活性を増強 した と報告す
るな ど 一 定の 見解は 得 られ て い な い . しか し, こ れ ら 3報告お
よ び T N Fの ヒ ト へ の 投与41) ほ 血 清 甲状腺 ホ ル モ ン 値 お よ び
T S H値が低 T 3症候群患者と類似の 変動を 示 し, 我 々 は 比較的
軽症例 で あ る急性呼吸器感染症息児に お い て 血 清 Ⅰし6 上昇者
の 血清 T 3値が 有意に 低 い こ と お よ び 血 清 T 3, T 3/T4 比と
IL-6, C一反応蛋白(C-r e aCtiveprotein ,C R P)が有意な負の 相関を
持つ こ と を 示 した16). ま た , 血 清 T N F 上昇者で 血 清 T 3値が有
意 に 低か っ た と の 報 告もあ る こ と か ら42) , サ イ ト カ イ ン が低
T3 症候群 の 誘因の 一 つ で ある可 能性が 示 唆され る . 感 染症 や
他 の 炎症性疾患患者 の 血 清中に見 られ る C R Pな ど の 急性期蛋
白ほ肝臓で産生 され , モ ノ カ イ ン (m o n okin e), な か で も Ⅰし6
に よ り強く誘導 され る珊ト 47). 加えて , 血 清IL-6 と C R P億の 間
に ほ有意な 正相関 がみ られ る1 6】. さ らに , Ⅰし6 は肝芽細胞塵由
来 の Hep G 2細胞 の甲状腺ホ ル モ ン 結合蛋白の 分泌や遺伝子発
甲状腺 Ⅰ型 5
'
-脱 ヨ ー ド反応 に 対する サ イ ト カイ ン の 影響
現を抑制する と報告 され
岬
, 肝臓が IL-6 の 標的臓器 で ある とと
もに 血 清甲状腺 ホ ル モ ン 代謝 へ 影響を 与え て い る可能性が 示 唆
され る . ま た , T N F, IL-l, Ⅰし6 はモ ノ カ イ ン ･ カ ス ケ ー ド
(m o n okin e c a s c ade)を形成 して 様 々 な 感染源に 対す る免疫反応
を増幅 し, IL-6 が その 最終産物で ある こ とか ら, T N F,IL-1も
直接あ るい は 間接的に 肝臓に 作用 する 可能性があるもの と 思わ
れ る
4g)～ 52)
. 甲状腺の Ⅰ型 Ⅰ一5
'
-D の 生理 的な意義ほ未だ 明 らか で
ほな い が , 本研究で 示 さ れた サ イ ト カ イ ン の 甲状腺 ト5
'
-D 活性
へ の 影響は , サ イ ト カ イ ン の 肝Ⅰ-5
'
一 D 活性 へ の 影響を 推察す る
上で 重要 な手掛か りと な る もの と考 え られ , こ れ ら の サ イ ト カ
イ ン が肝 ト5
'
一D 活性の 抑制を介 して , 様 々 な 疾患患者で見 られ
る低 T 3症候群の 原因の
一 つ と な り う る可 能性 が示 唆され た ･
結 論
F R T L-5生細胞を用 い た 甲状腺 Ⅰ型I-5
'
-D 活性測定法 を確立
した . さ らに , こ の 系 を用 い て IL-1B,IL-6 お よび T N F-α の 3
種類の サ イ ト カ イ ン の 影 響に つ い て 検 討 し , 以下の 結 論を 得
た .
1 . F R T し5生細胞 を用 い た rT 3 か らの 脱 ヨ
ー ド反応が 1)
P T Uに よ り著明 に また T 4に よ り容量依存性に 抑制 され る ,
2) 脱 ヨ ー ド活性 が T S H依存性 であ る , な ど甲状腺 の ト型
ト5
一
-D 活性と同様の 特性を持 つ こ と を 示 した ･
2 . F R T L-5 生細胞を 用 い た ト5
'
-D ア ッ セ イ が従来の 細胞破
砕物や臓器 の ホ モ ジネート を用 い た測定法よ り, よ り生理 的に
甲状腺Ⅰ型 Ⅰ-5
'
-D 活性を評価 で き る モ デ ル で あ る こ と を 示 し
た . 本法 は 様 々 な物 質の Ⅰ-5
'
-D 活性に 対す る直接的効果を非常
に 簡便 に 評価で きる利点を持つ と考え られ た ･
3 . Ⅰし1β, Ⅰし6 お よ び T N F-α の サ イ ト カ イ ン は , 甲状腺Ⅰ
塑 ト5㌧D 活性お よ び ト5
'
-D m R N Aの 誘導 を有意に 抑制 した ･
その 力価 は I L-1β>Ⅰし6 ≫T N F-α で あ っ た ,
4 . サ イ ト カ イ ン ほ T S Hに よ る cA M P産生よ りも末梢 で 作
用 し, ま た T S Hに よ り誘導 され る cA M P産生の 減少をも介し
て , そ の 効果を発現す る可 能性を も つ と 推察 され た ･
5 . サ イ ト カ イ ン に よ る ト5
'
-D 抑制系に は活性化酸素塵生や
フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ A 2系活性化 の 過程は含ま ない と 考え られ
た .
6 . 以 上 の 所見か ら自己免疫性甲状腺疾患や低 T 3症贋群に
お い て , こ れ らの サ イ ト カ イ ン が ト5
'
-D 活性の 抑制を介して ,
そ の 甲状腺ホ ル モ ン 動態に 影響 を与え て い る可 能性が示 唆され
た .
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